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SOUCHE DE STREPTOCOCCUS THERHOPHILUS, PROCEDE DE FERMENTATION HETTANT 
EN OEUVRE CETTE SOUCHE ET PRODUIT OBTENU 

La presence invention conceme une souche Streptococcus 
thermophilus, I'utilisation de cette souche pour Tobtention de produits 
laitiers ferment^s el Ics produits obtenus par la mise en oeuvre de cette 
5 souche. 

Le choix des bact^ries lactiques pour la production de produits 
laitiers ferment^s fait intervenir diff^rents critferes, notamment Tactivite 
acidifiante et la formation de composants aromatiques qui assurent les 
propri6t6s organoleptiques du produit et la production d'agents 
10 ^paississants qui joueni un rfile sur la texture et Tonciuosiie. 

L'activit6 acidifiante se caracterise essentiellement par trois 
param^tres : la cin^tique d'acidification, I'acidite titrable ou le pH final de 
fermentation qui conditionne les caract^res organoleptiques du produit et 
son aptitude k la conservation, et la post-acidification qui se developpe au 
15 cours de la conservation du produit. 

Une Vitesse d'acidification 61ev6e permet de r^duire la p^riode 
durant laquelle la preparation k base de lait est sensible aux contaminants 
(pH > 4 J) et de diminuer ainsi le risque de contamination bacterienne. 

L'augmentation de la vitesse d'acidification am^liore 
20 egalement Teconomie du procedi en augmentant la productivite et la 
flexibilite du materiel industriel. 

Les propri6tes de post-acidification des souches sont 
particuli6rement importantes pour la conser\'ation des produits. En effet, 
les produits frais ferment^s sont conserves i des temperatures comprises 
25 entre environ 4*C et 8*C pendant une dur^e n'exc^dant pas, en general, 
4 semaines ; mais, si Tactivite metabolique des bacteries est reduite par la 
conservation au froid, elle n'est pas bioquee et entraine la production 
d'acide lactique k partir du lactose, ce qui a pour consequence une 
diminution du pH et une augmentation de la saveur acide qui degradent les 
30 propri6t6s organoleptiques du produit. 

Outre les crit6res retenus pour leur contribution i la qualite du 
produits, d'autres elements plus sp6cifiquement lies au procede 
interviennent dans le choix des souches comme la temperature de 
fermentation, la vitesse d'acidification et la resistance aux phages. 
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La resistance aux phages est un critere tres important dans le 
choix des souches pour diminuer le risque d'incidents phagiques en 
production, susceptibles de bloquer plus ou moins longtemps Tensemble de 
la production pour decontamination. 
5 On ne connait pas a ce jour de souche de S. thermophilus qui 

presente une vitesse d'acidification et un degre d'acidite eleves, associes a 
une activite post-acidifiante tres faible ou quasiment nuUe. 

En effet, on observe d'une fagon g6nerale que les cultures de 
S. thermophilus qui ont une activite de post-acidification reduite montrent 

10 souvent une activite acidifiante limitee pendant la fermentation, ce qui ne 
permet pas d'atteindre le degre d'acidite souhaite dans les produits. En outre, 
ces souches ont souvent une croissance lente, elles necessiient des taux 
d'inoculation eleves et une duree d'incubation plus longue qui sont 
incompatibles avec Teconomie d'un procede industriel. 

15 La presente invention a pour objet une souche de 

S. thermophilus qui presente une cinetique d'acidification rapide 
permettant d'atteindre un degre d'acidite eleve et qui ne posi-acidifie pas au 
cours de la conservation des produits frais fermentes. 

Plus particulierement, la presente invention concerne une 

20 souche de S. thermophilus DN-001 116 deposee a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le n' 1-1477 et ses mutants ayant 
des caracteristiques d'acidification du lait similaires. 

Par souches mutantes ayant des caracteristiques acidifiantes 
du laic similaires k la souche deposee, on en tend designer des souches qui 

25 peuvent 6tre obtenues notamment par mutation et selection a partir de la 
souche de reference et/ou par transformation genetique a I'aide de 
vecteurs. 

Les caracteristiques acidifiantes sont un pH de fin 
d'incubation de 4,6 en moins de 4 heures et une variation de pH a 28 jours de 
30 de moins de 0,2 unite pH, de preference moins de 0,1 unite. 

Les souches mutantes peuvent eire obtenues a partir de la 
souche de reference, notamment par mutation et selection selon leurs 
proprietes acidifiantes. Les techniques de mutation sont connues, de meme 
que les tests permettant de controler les proprietes acidifiantes ( notamment 
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Spinnier H.E., Corrieu G. "Automatic method to quantify starter activity 
based on pH measurement" J. of Dairy Research, 56 (1989) 755-764) ; 
de Roissart H. et Luquet RM. Edition Lorica ISBN : 2-9507477-0-1). 

Ces souches sont plus particuUerement int^ressantes pour la 
5 preparation de produits lact6s ferment^s de tous types. 

C'est pourquoi, la pr6sente invention conceme un procede de 
preparation de produits laitiers fermentes dans lequel un substrat lacte est 
mis en fermentation avec au moins une souche de 5. thermophiJus . 

II est ^galement possible de prevoir dans ce proc6de 
10 I'utilisation d'une association de une ou plusieurs souches bact^riennes, 
notamment avec d'autres bacteries lactiques telles que Lactobacillus 
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei ou 
Bifidobacterium. 

De preference, le substrat lacte est le lait naturel ou 
15 reconstitue, ecr6me ou non, ou bien des milieux a base de lait ou de produit 
d'origine laitiere. 

Ce substrat peut comporter des elements couramment utilises 
pour la preparation de desserts lactes, elements solides tels que fruits, 
pepites de chocolat ou cer^ales par exemple, mais egalement des produits 
20 sucres ou chocolates liquides. La souche selon Tinvention presenie 
d'ailleurs Tavantage de resister aux sucres, ce qui permet de fermenter des 
produits sucres contenant notamment du saccharose. 

La presente invention concerne egalement les produits lactes 
fermentes obtenus par la misc en oeuvre de ce procede, notamment 
25 fromages frais fermentes et yoghourts par exemple. 

Les produits obtenus par la mise en oeuvre de cette souche 
presentent une saveur douce et leurs proprietes organoleptiques sont 
conservees au cours du stockage. 

La culture des souches selon Tinvention, pures ou len 
30 association avec d'autres souches, peut egalement etre utilisee comme 
probiotique dans Talimentation humaine ou animale et egalement comme 
ferment pour etre utilisee dans le procede selon Tinvention. 
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D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront k la lecture des exemples ci-apres. 

5 Comparaison de la vitesse d'acidification et de Tactivite de post-acidification 
de differentes souches de s. thermophilus 

Un lait ecr6me reconstitu6 k 12 % de matiere s6che et enrichi k 
0,1 % d'extrait de levure est sterilisd 15 min. a 121'C. Une culture active de 
S. thermophilus comprenant 108 cellules par mlUilitre est utilis^e pour 

10 ensemencer ce milieu a 1 % (v/v). Le levain est obtenu apres environ 
4 heures d'incubation a 44*C. Ce levain est utilise pour inoculer (1 % v/v) 
1 litre de lait 6crem6 reconstitue ^ 12 % de matiere sdche, enrichi avec 0,1 % 
d'extrait de levure et prealablement pasteurise a 95'C pendant 30 min, Le 
lait inocul6 est brasse puis incube k 44X. Quand I'acidite atteint un pH de 

15 4,6, la preparation est refroidie 16 heures a 4*'C. Ce lait fermente est soumis k 
un test de conservation a 8'C pendant 28 jours. Le pH apres 28 jours de 
conservation est compare pour les differentes souches. Les resultats sont 
presentes dans le tableau 1. La souche H477 correspond a la souche DN- 
001 116. Seul le lait fermente avec la souche S. thermophiJus DN-001 116 

20 presente une post-acidification quasi nuUe apres 28 jours de conservation a 
8**C. Lai souche DN-001 116 montre une vitesse d'acidification rapide, on 
atteint un pH de 4,6 en moins de 4 heures d'incubation a 44'*C. 
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Code 




pH de fin 


pH k 


Difference 




Spuche 


d'incubation 


d'incubation 


28 jours 




01 


DN-001 003 


4h46 


4,60 


4,31 


0,29 


02 


D^M)01 004 


7 h 21 


4,62 


4,26 


0.36 


03 


DNOOl 013 


7 h 18 


4,65 


4,25 


0,40 


04 


DN-001 015 


6h 16 


4,65 


430 


0,3:> 


05 


DNMX)1 022 


5 h 18 


4,60 


4,15 


0,45 


06 


DNKX}1 023 


3 h 55 


4,59 


4,19 


/% Ar\ 

0,40 


07 


DN-OOl 025 


6 h48 


4,64 


A A^ 

4,41 


0,23 


08 


DN-001 031 


5 h43 


4,60 


4,40 


0,20 


09 


DN-001 032 


4h 18 


4,61 


4,51 


0,10 


10 


DN-001 047 


3h42 


4,60 


4,18 


0,42 


11 


DN-001 054 


4h 19 


4,60 


4,16 


0,44 


12 


DN-001 064 


5h30 


4,60 


4,10 


0,50 


13 


DN-001 067 


4h09 


4,60 


4,10 


0,50 


14 


DN-001 094 


3h 54 


4,61 


4,08 


0,53 


15 


DN^X)1 107 


3h45 


4,62 


4,52 


0.10 


16 


DN-001 111 


3h33 


4,60 


4,11 


0,49 


17 


DN-001 116 


3h45 - 


4,61 


4,58 


0,03 


18 


DN-001 138 


4h 15 


4,60 


4,12 


0.48 


19 


DN-001 143 


4h05 


4,59 


4,18 


0,41 


20 


DN-001 145 


3h40 


4,60 


4,17 


0,43 


21 


DNOOl 147 


6h09 


4,64 


4,11 


0,53 


22 


DN^l 156 


4h24 


4.60 


4.12 


0,48 


23 


DNOOl 162 


4h05 


4,60 


4,14 


0.46 


24 


DNOOl 171 


5h30 


4,58 


4,08 


0,50 


2^ 


DN-OQl 181 


4 n 33 


4,ol 


✓ill 
4,11 


U,oU 


26 


DN-001 223 


5h30 


4.60 


4,21 


0,39 


27 


DN-001 225 


3h54 


4,60 


4,25 


0,35 


28 


DN-001 228 


4h35 


4,61 


4,16 


0,45 


29 


DN-001 230 


6h 15 


4,64 


4,20 


0,44 


30 


DHOOl 236 


5h30 


4.63 


4,10 


0,53 


31 


DN-001 242 


3h51 


4,61 


4,11 


0,50 


32 


DYWOl 276 


5h25 


4,60 


4,18 


0,42 


33 


DN-001 277 


3h35 


4.61 


4,20 


0,41 


34 


DN<X)1 280 


6h00 


4,62 


4,10 


0,52 


35 


DN-001 289 


4h50 


4,61 


4,06 


0,55 


36 


DN-001 342 


5h30 


4.60 


4,53 


0.07 


37 


DN<X)1 343 


3h55 


4,62 


4.25 


0,37 
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EXEMPLE2 

Comparaison de Tactivite de post-acidification de la souche 5. thermoohilus 
001 116 avec d'autres S. thennovhilus 

Le levain est prepare comme dans Texemple 1. Ce levain est utilise 
5 pour inoculer (1 % v/v) 1 litre de laii ecreme reconstitue i 12 % de matiere 
s^che, enrichi avec 0,1 % d'extrait de levure et prealablement pasteurise 
30 n:iin. k 95*C. Le lait inocule est brass6 puis incube k 4**C. Quand Tacidite 
atteint 80*D, la preparation est refroidie pendant 16 heures a 4*C. Ce lait 
ferment^ est soumis k un test de conservation a 8°C pendant 28 jours. Le 
10 tableau 2 presente la duree de Tincubation et revolution du pH et de Tacidite « 
Domic lors du stockage a 8"C pendant 28 jours. 



TABLEAU 2 



Code 
souche 


Temps 
incubation 


Acidity 
Dornic et 
pH de fin 
d'incubaiion 


Acidite 
Dornic et 
pH & 24 h 


Acidite 
Dornic et 

jours 


Acidite Dornic 
et difference 
de pH sur 
28 jours 


001 116 


3h25 


80°D, 4,80 


Se-D, 4,77 


92°D, 4,63 


+12*D,-0,17 


ST25 


5h30 


80°D, 4.75 


86°D, 4,77 


95'D, 4,57 


+15"D, -0,20 


ST44 


3h55 


80°D. 4,75 


88°D,4,71 


111°D,4,35 


+21*0,-0,40 



La post-acidification de la souche ST25 est comparable a la souche DN- 
001 116 mais sa vitesse d'acidification est beaucoup plus lente. La souche ST44 
qui presente une vitesse d*acidification satisfaisante monire une post- 
25 acidification tres imporiante. 

EXEMPLE 3 

Stabilite d'un lait ultrafiltre fermente prepare avec la souche DN 001 116 

On prepare un melange compose d*un retentat de lait ultrafiltre a 6 % 
30 de proteines (NT-NPN x 6,38) et de creme a 40 % de matiere grasse. La proportion 
de chacun des deux constituanis est 82 % de retentat et 18 % de creme. On ajoute 
de I'hydrolysat de caseine 0,03 % (w/w). La teneur du melange est de 5,3 % de 
proteines et de 7,2 % de matiere grasse. La preparation est soumise a un 
prechauffage a 75'C, une homogeneisation a 75X et a 200 bars, puis a une 
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pasteurisation k 95°C pendant 8 min. avant refroidissement k 40"C. Le melange 
est ensuite ensemenc6 avec une preparation concentree congelee de la souche 
DN-001 116 i raison de 30 g/100 1 d'un levain k 9.109 CFU/g. Le mix ensemence 
est incub^ k 40'C jusqu'Si I'obtention d'un pH d'environ 4,7. Apres decaillage et 
5 soutirage du caill^, celui-ci subit un lissage dans une vanne adapiee avant 
refroidissement k 20*C dans un ^changeur k plaque. Le produit liss€ et refroidi 
est alors conditionn^ en pot de 1 kg. Ces pots, aprfes palettisation, passent dans un 
tunnel d'air froid afin de refroidir le produit k 4X. Le produit est ensuite soumis 
k un test de conservation k 4"C et k 10*C. Les r6sultats sont presentes dans le 
10 tableau 3. 



TABLEAU 3 





Conservation a 4°C 


Conservation k lO'C 


Nombre de jours 


pH 


Degustation 


pH 


Degustation 


0 


4,70 


(+++) 


4,70 


(+++) 


3 


4,66 


(+++) 


n.d. 


(+++) 


12 


4,66 


(+++) 


4,66 


(+++) 


24 


4,63 


(++) 


4,58 


(++) 



(+++) bon, tres doux 
(++) bon, doux 



Ces resuliats confirment que la souche S, thermophilus DN-001 116 
25 presente une post-acidification tres reduite a 4'C et a 10*C. 

EXEMPLE 4 

Caractere de resistance aux phages de la souche S. thermoahilus DN-001 116 

60 phages de S, thermophilus ont ete isoles au cours de 10 annees de 
30 production et dans des usines de differenies zones geographiques. L'analyse de 
leur spectre d'hotes a permis de les classer en 7 sous-groupes. La resistance de 
la souche DN-001 116 a 6te testee pour des phages representatifs de ces 7 sous- 
groupes f<l>15> <l>57. 4>47, <I>77, <I>76, <I>29. <I>65), le titre des phages excedait 
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10*7 Unit^ Formant Plaques/ml (Les phages soulignes ont ete decrits dans la 
publication Biochimie (1990) 72, 855-862). La souche DN-001 116 est resisiante a 
tous les phages testes- 



5 EXEMPLE 5 

Resistance aux sucres 

On proc6de comme dans Texemple 3 mais en ajoutant au milieu a 
fermenter des quantites varices de saccharose, on mesure le temps pour 
obtenir le pH cible : 
10 - milieu a 9 % de saccharose : pH 4,7 620 min 

- milieu i 13 % de saccharose : pH 4,7 920 min 



15 



La souche Streptococcus thermophilus a ete deposee a la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le n' M477 en date du 
22 septembre 1994 
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REVENDICATIONS 



1) Souche de Streptococcus thermophilus deposee k la Collection 
5 Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le n*" 1-1477 et ses 

mutants ay ant des caract^ristiques d 'acidification du lait similaires. 

2) Souche de S. thermophilus selon la revendication 1 correspondant 
k la souche n* 1-1477. 

3) Souche de 5. thermophilus selon Tune des revendications 1 et 2, 
10 caracterisee en ce que les mutants sont obtenus par mutation et selection de 

leurs propri^tes acidifiantes. 

4) Proc6d6 de prepapration de produits laitiers fermentes dans 
lequel un substrat lacte est mis en fermentation avec au moins une souche de 
S. thermophilus selon Tune des revendications 1 3. 

IS 5) Proc^de selon la revendication 4, caracteris6 en ce que la 

fermentation est effectu6e en presence d'au moins une autre souche de 
bact6rie. 

6) Proc6de selon la revendication 5, caracterise en ce que Tautre 
souche de bacterie est une bacterie lactique. 
20 7) Proc6de selon la revendication 6, caracterise en ce que la bacterie 

lactique est choisie parmi : Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, 
Lactobacillus casei et Bifidobacterium. 

8) Procede selon Tune des revendications 4 a 7, caracterise en ce que 
le substrat lact^ est du lait. 
25 9) Procede selon Tune des revendications 4 a 8, caracterise en ce que 

le substrat contient des Elements solides. 

10) Procede selon la revendication 9, caracteris6 en ce que les 
elements solides sont des fruits, des produits chocolates ou des cereales. 

11) Produits fermentes obtenus par la mise en oeuvre du procede 
30 selon Tune des revendications 4 a 10. 
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A. CLASSIFICATION OF SUBiECT MATTER 

IPC 6 C12N1/20 A23C9/123 //(C12N1/20,C12R1:46) 
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see abstract 
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